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1 苏 氨 酸 对 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 系 IEC-6 细胞 活性 和 紧密 连接 蛋白 表达 的 影响 
2 ff € 黄金 歌 MoM Aer HA Jmm AAA 
3 (安徽 科技 学 院 动 物 科学 学 院 ， 凤 阳 233100) 


4  dü 要 : 本 研究 旨 在 探讨 苏 氨 酸 对 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 活性 和 增殖 的 影响 ,并 研究 苏 氨 酸 是 否 
5 ”对 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 紧密 连接 蛋白 表达 具有 调控 作用 。 试验 采用 不 同 浓度 的 苏 氨 酸 (0、0.1、 
6 0.5. 1.0. 5.0. 10.0 mmol/L) AEK RA ERAR TEC-6 细胞 24h, FEMA“ (MTT) 
7 
8 
9 


法 测定 TEC-6 细胞 活性 ， 仇 红 - 美 蓝 CHEO 染色 观察 IEC-6 细胞 增殖 情况 ，Western-blot 法 检 
测 IEC-6 细胞 紧密 连接 蛋白 表达 情况 ,结果 表明 :各 浓度 的 苏 氨 酸 均 能 不 同 程度 地 提高 IEC-6 
细胞 的 活性 ，0.5 mmol/L JARAH 24 h 时 TEC-6 细胞 的 活性 最 高 ， 且 与 未 经 苏 氨 酸 处 理 
10 ”的 对 照 组 差异 显著 〈P<0.05)。 不 同 浓度 的 苏 氨 酸 均 能 促进 正 C-6 细胞 的 增殖 ， 且 在 苏 氨 酸 
11 ”浓度 为 0.5 mmol/L 时 促 增 殖 作用 最 明显 。 与 未 经 苏 氮 酸 处 理 的 对 照 组 ，0.1 mmol/L 的 苏 氨 
12. 酸 对 紧密 连接 蛋白 claudin-3 的 表达 未 产生 显著 影响 (P>0.05),， 但 显著 促进 了 occludin 的 表 
13 ik (P<0.05); 苏 氨 酸 浓 度 为 0.5、1.0、5.0、10.0 mmol/L 时 均 显 著 促 进 上 述 2 种 紧密 连接 蛋 
14 ”和 白 的 表达 (P<0.05), 使 claudin-3 的 相对 表达 量 分 别 增加 了 1.84、7.08、8.71、3.83 倍 , occludin 


RS 


Ud 


c 15 ”的 相对 表达 量 分 别 增加 了 2.65. 2.71. 2.82. 3.88 倍 。 综 上 ， 适 宜 浓度 的 苏 氨 酸 对 大 鼠 小 肠 
e 16 “上 皮 细 胞 系 TEC-6 细胞 的 活性 和 增殖 具有 促进 作用 ， 且 在 浓度 为 0.5 mmol/L 时 作用 最 显著 ， 
CN 17 ”同时 促进 了 紧密 连接 蛋白 claudin-3 和 occludin 的 表达 。 

© 18 关键 词 ， 苏 氨 酸 ，IEC-6 细胞 ， 活性， 增殖 ， 紧 密 连 接 蛋 白 
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= 20 幼 龄 动物 肠 道 功能 发 育 尚未 完善 , 肠 道 健康 对 幼 龄 动物 的 生长 发 育 至 关 重 要 , 直接 影响 
Z 21 ”动物 的 生产 性 能 和 经 济 效益 ,鉴于 抗生素 滥用 问题 的 多 发 , 通过 营养 调控 手段 提高 幼 畜 上 肠 道 


22 ”功能 具有 切实 的 意义 。 苏 氨 酸 不 仅 用 于 机 体 蛋 白质 合成 , 还 参与 机 体 其 他 生理 功能 如 免疫 等 
23 [0 习 ， 哺 乳 动物 从 食物 中 摄取 的 苏 氨 酸 有 60% 一 80% 被 用 于 门静脉 排 流 组 织 (partal-drained 
24 ”viscera,PDV) 代谢 由。 近年 的 研究 发 现 ， 苏 氨 酸 对 幼 龄 动物 肠 道 话 膜 免疫 功能 和 消化 功能 具 
25 一 定 的 作用 ， 苏 氨 酸 缺乏 会 降低 肠 道 消化 酶 活性 ， 增 加 黏膜 通 透 性 并 ， 降 低 肠 道 黏膜 蛋白 
26 合成， 进而 直接 影响 机 体 健 康 B5; 适宜 浓度 的 苏 氨 酸 可 增强 肠 道 儿 膜 屏障 功能 ， 促 进 肠 道 
27 ”内 免疫 球 蛋 白 A(IgA) 分 泌 并 提高 消化 酶 活性 S71。 有关 苏 氨 酸 的 研究 多 集中 在 动物 体内 试验 ， 
28 ” 苏 氨 酸 对 肠 道 功能 调节 作用 的 机 制 研究 缺乏 , 尤其 是 在 细胞 水 平 的 研究 。 肠 道上 皮 细 胞 培养 
29 ” 基 中 的 苏 氨 酸 浓度 一 般 为 0.449 mmol/L (0.053 45 g/L), 本 试验 以 此 为 基础 设计 了 苏 氨 酸 的 添 
30 WREE. 前 人 研究 表明 , 来 源 于 大 鼠 空 肠 隐 窜 上 皮 的 非 转 化 细胞 株 TEC-6 细胞 与 正常 的 小 肠 
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31 ” 隐 帘 细胞 具有 相同 的 形态 学 特征 、 生 长 特性 、 合成 细胞 外 基质 的 能 力 以 及 细胞 专 一 性 的 质 膜 
32 ”抗原 加。IEC-6 细胞 存活 力 强 ， 增 殖 速度 快 ， 易 保存 和 培养 ， 很 适合 用 于 肠 道 功能 相关 的 试 
33 。” 验 研 究 。. 本 研究 以 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 系 IEC-6 细胞 为 对 象 ,通过 分 析 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 IEC-6 
34 ”细胞 活性 、 增殖 和 紧密 连接 和 蛋白 表达 的 影响 , 研究 苏 氨 酸 在 不 同 浓度 下 对 小 肠 上 皮 细 胞 的 作 
35 ”用 , 初步 探究 苏 氨 酸 对 肠 道 屏障 功能 的 可 能 作用 机 制 , 为 苏 氨 酸 在 动物 生产 的 应 用 提供 理论 
36 ”依据 。 


37 ”1 材料 与 方法 
38 1.1 试验 材料 

39 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 系 IEC-6 细胞 《中 国医 学 科学 院 基 础 医学 研究 所 细胞 资源 中 心 )、 苏 
40 Hg (99.9%, Sigma, 美国 )、 高 糖 DMEM 培养 基 (HyClone, 美国 )、 胎 牛 血 清 (FBS) (Gibco, 
41 ”美国 )、 胰 岛 素 (注射 用 )、 胰 和 蛋白酶 (Gibco, XE), E= (MTT) (Amresco， 美 国 )、 
42 ”二 甲 基 亚 砚 (DMSO)、 伊 红 (国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 )、 苏 木 精 (国药 集团 化 学 试剂 有 
43 ” 限 公 司 )、FSHR 免 多 克隆 抗体 (Abcam, XED, LÆNA lg(H+L) 抗 体 ( 拜 力 生物 科技 有 
44 ” 限 公 司 )、BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 〈《 上 海外 云天 生物 技术 有 限 公 司 )、SDS-PAGE UE Ro 
45 WAWA (上海 划 云天 生物 技术 有 限 公 司 )、Western-blot 试剂 (10x) (EWE RRA ERA 
46 了 限 公司 )、 化 学 发 光 显 影 定 影 试剂 合 ( 上 海 腰 云天 生物 技术 有 限 公司 )。 

47 ”1.2 细胞 培养 和 测定 

48 ”1.2.1 IEC-6 细胞 培养 

49 UR AF AY TEC-6 细胞 迅速 在 37 °C 水 浴 锅 中 溶解 , 转 入 离心 管 ,加 入 含 10%FBS、0.01 mg/mL 
SO ”胰岛 素 的 高 糖 DMEM 培养 基 ，1 500 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 液 ， 用 高 糖 DMEM 培养 基 混 
51 SJA, EAJ, EF 5%CO, 37 °C 培养 箱 中 培养 。 

52 1.2.2 MTT 法 检测 IEC-6 细胞 活性 
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53 96 孔 板 中 每 孔 加 入 100 uL 细胞 悬 液 ， 每 孔 含 104 个 细胞 [边缘 孔 用 无 菌 磷 酸 盐 缓冲 液 
54 (PBS) JÉ7E]. 5964CO2 37 CHA 24 h。 小 心 吸 去 培养 液 ， 每 孔 加 入 100 uL 苏 氨 酸 处 理 液 ， 
o 55 ” 苏 氨 酸 处 理 液 中 苏 氨 酸 浓度 分 别 设 定 为 0、0.1、0.5、1.0、5.0、10.0 mmol/L, ENKER E 
56 4~6 个 重复 ， 同 时 设置 调 零 孔 和 对 照 了 筷 ，5%COs37 °CIRA 24h. 每 孔 再 加 入 20 uL 终 浓度 


57  Jj5mg/mL 的 MTT 溶液， 继续 培养 4h。 小 心 吸 去 培养 液 ， 每 孔 加 入 150 pL DMSO， 于 酶 
58 ” 联 免 疫 检测 仪 低速 振荡 10 min, TE 490 nm 处 测量 各 孔 的 吸光 度 (OD) fü. 
59 1.3 苏 木 精 - 伊 红 CHE) 染色 观察 IEC-6 细胞 增殖 情况 

60 将 细胞 接种 于 6 和 孔 板 内 ， 底 部 铺 上 细胞 人 息 片 ， 待 细胞 生长 愈合 至 80% 时 ， 加 入 不 同 深 
61 Æ (0、0.1、0.5、1.0、5.0、10.0 mmol/L) 的 苏 氨 酸 处 理 液 ， 处 理 24h 后 进行 HE 染色 。 用 
62 ”PBS 洗涤 2 一 3 次 ， 晾 干 ， 甲 醇 固 定 5—8 min, PBS 再 洗 2 一 3 次 ， 蒸 馏 水 冲洗 1 遍 ， 玻 片 
63 有 干 ， 苏 木 精 染 色 5 min， 自 来 水 冲洗 干净 ，1% NaHCO: MERG, WAF, PARE 5 
64 min, 无 水 乙醇 冲洗 干净 后 ,无 水 乙醇 洗 2 次 , 每 次 1 一 2 min, BRE 2 次 ,每 次 1 一 2 min, 
65 ”最 后 用 二 甲 茶 洗 5~10 min， 玻 片 自然 蚊 干 ， 中 性 树胶 封 片 。 显 微 镜 下 观察 细胞 形态 和 生长 
66 ”情况 。 


67 1.24 Western blot 法 检测 TEC-6 细胞 紧密 连接 蛋白 表达 情况 
68 蛋白 样品 的 准备 ; 细胞 接种 于 6 孔 板 , 每 孔 3 mL 培养 基 , 待 细胞 生长 融合 至 8096-9096, 
69 ” 吸 去 培养 基 ， PBS 洗 3 遍 ， 每 孔 加 入 2 mL 无 氨基 酸 培 养 基 ， 处 理 2h。 吸 去 培养 基 ， 加 入 2 
70 ”mL 不 同 浓度 (0、0.1、0.5、1.0、5.0、10.0 mmol/L》〉 的 苏 氨 酸 处 理 液 处 理 24 h。 弃 去 处 理 
71 i, 每 孔 加 入 60 pL 蛋白 酶 磷酸 酶 抑制 剂 混合 物 ，10 min 后 收集 细胞 ， 蛋 白质 抽 提 试剂 盒 提 
72 ” 取 细 胞 蛋白 ，BCA 和 蛋白 浓度 测定 试 盒 测 定 蛋白 浓度 。 按 照 Sx 上 样 缓冲 液 制备 蛋白 样品 。 配 
73 ” 制 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 胶 ， 每 孔 上 样 30 ug 蛋白 样品 ， 在 90V 
74 ” 恒 压 下 电泳 至 分 离 胶 , 然 后 再 在 120 V. 恒 压 下 电泳 至 溴 酚 蓝 刚 跑 出 分 离 胶 底部 ,电泳 完毕 后 ， 
75. RML PVDF) 膜 转 膜 ， 封闭 和 抗体 鳃 育 ， 将 PVDF 膜 放 入 Alphalmager 2200 (Alpha 
76 ”Innotech， 美 国 ) 系统 中 进行 曝光 、 摄 像 。 
77 ”1.3 数据 分 析 与 处 理 
78 试验 数据 用 SAS 9.4 软件 中 的 单 因 素 方 差分 析 进 行 分 析 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 
v 79 2 结果 与 分 析 
80 21 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 正 C-6 细胞 活性 的 影响 
81 如 图 1 所 示 ， 经 不 同 浓度 的 苏 氨 酸 处 理 后 ，IEC-6 细胞 活性 均 有 不 同 程度 的 提高 ， 苏 所 
e 82 酸 浓度 为 0.5 mmol/L 时 IEC-6 细胞 的 活性 最 高 ， 且 与 未 经 苏 氨 酸 处 理 的 对 照 组 差异 显著 
N 83 (P<0.05)， 但 超过 这 个 浓度 后 IEC-6 细胞 的 活性 开始 下 降 ， 在 数值 上 仍 高 于 未 经 苏 氨 酸 处 
一 84 BRIN) TEC-6 细胞 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)， 说 明 适 宜 浓度 的 苏 氨 酸 可 提高 大 鼠 小 肠 上 皮 旨 
I 85 — 胞 的 活性 。 
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0.30 2b 
0.25 
0 0.1 0.5 1 5 10 
苏 氨 酸 浓度 mmol/L 
86 数据 点 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05), 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P<0.05)。 
87 Data points with different small letters mean significant difference (P<0.05), while with the 


88 same letters mean no significant difference (P>0.05). 
89 1 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 IEC-6 细胞 活性 的 影响 


90 Fig.l Effects of threonine with different concentrations on IEC-6 cell activity 
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2.2 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 正 C-6 细胞 增殖 的 影响 

不 同 浓度 苏 氨 酸 处 理 IEC-6 细胞 24h 之 后 细胞 形态 和 增殖 情况 如 图 2 所 示 。 在 空间 和 
营养 充足 情况 下 ，IEC-6 细胞 贴 辟 生长， 形态 上 呈 长 椭圆 形 、 梭 形 ， 细 胞 核 呈 圆 形 或 卵 圆 形 
且 位 于 细胞 中 央 。 与 未 经 苏 氨 酸 处 理 的 对 照 组 相 比 , 不 同 浓 度 的 苏 氨 酸 均 能 促进 IEC-6 细胞 
的 增殖 ， 且 在 苏 氨 酸 浓 度 为 0.5— 1.0 mmol/L 时 促 增 殖 作用 最 明显 ， 再 增加 苏 氨 酸 浓 度 ， 则 
细胞 浓度 降低 ， 但 仍 大 于 对 照 组 ， 此 结果 与 MTT 法 检测 的 细胞 活性 结果 一 致 。 


苏 氨 酸 ，mmol/L 


苏 氨 酸 ，mmol/L 


图 2 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 IEC-6 细胞 增殖 的 影响 CHE 染色 ，200x ) 
Fig.2 Effects of threonine with different concentrations on IEC-6 cell proliferation (HE 
staining, 200x) 

2.3 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 TEC-6 细胞 紧密 连接 蛋白 表达 的 影响 

以 内 参 B-actin 为 参照 , 图 3 所 示 为 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 IEC-6 细胞 紧密 连接 蛋白 表达 的 影 
响 。 分 析 结果 表明 ， 与 未 经 苏 氨 酸 处 理 的 对 照 组 相 比 ，0.1 mmol/L 的 苏 氨 酸 对 紧密 连接 和 蛋白 
claudin-3 的 表达 没有 产生 显著 影响 C(P>0.05)， 但 显著 促进 了 occludin 的 表达 (P<0.05); 25 
ART BE 73 0.5. 1.0.5.0. 10.0 mmol/L 时 均 显 著 促进 上 述 2 种 紧密 连接 蛋白 的 表达 (P<0.05)， 
其 中 claudin-3 的 相对 表达 量 分 别 增加 了 1.84、7.08、8.71、3.83 倍 ，occludin 的 相对 表达 量 
分 别 增加 了 2.65、2.71、2.82、3.88 售 ， 以 苏 氨 酸 浓度 为 5.0 mmol/L 时 claudin-3 的 相对 表达 
量 最 高 ， 以 苏 氨 酸 浓 度 为 10.0 mmol/L 时 occludin 的 相对 表达 量 最 高 。 
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Occludin "em 63 kDa 
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Claudin-3 和 蛋白 变 化 倍数 
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J ARR, mmol/L 0 
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w 


Occludin 和 蛋白 变化 倍数 
— N 


0 
J* GAM, mmol/L 0 01 OS 10 50 10.0 


“*” 表 示 与 未 经 苏 氮 酸 处 理 的 对 照 组 相 比 差 异 显著 〈P<0.05 )。 


oe” 


mean significant difference compared with control group which treated without 
threonine. 
图 3 不 同 浓度 苏 氨 酸 对 TEC-6 细胞 紧密 连接 蛋白 occludin 和 claudin-3 表达 的 影响 
Fig.3 Effects of threonine with different concentrations on expression of tight junction proteins 


occludin and claudin-3 of IEC-6 cell 
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目前 ， 苏 氨 酸 已 在 畜牧 养殖 、 食 品 和 医药 等 行业 中 广泛 应 用 ， 其 在 维持 畜 禽 正常 的 生长 
发 育 和 人 免疫 功能 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 适 量 苏 氨 酸 可 以 平衡 饲 粮 中 氨基 酸 组 成 , 降低 饲 粮 蛋 
白质 水 平 , 并 通过 调节 肠 道内 细胞 因子 表达 外 和 上 肠 道 笑 膜 蛋白 合成 等 机 制 提 高 幼 龄 动物 肠 
道 屏障 功能 ,增强 对 病原 微生物 的 抵御 作用 ,提高 免疫 力 和 抗 病 能 力 00。 哺 乳 动物 肠 道 不 仅 
是 机 体 消化 吸收 营养 物质 的 首要 部 位 , 还 是 阻挡 有 害 病原 和 病原 菌 入 侵 的 首要 屏障 , 对 动物 
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机 体 的 生长 发 育 起 到 重要 作用 [ 导 。 肠 道 黏膜 忒 液 含量 、 形 态 学 状况 、 上 皮 细 胞 通 透 性 、 刷 
状 缘 酶 活性 等 决定 着 肠 道 条 膜 的 完整 性 , 其 中 肠 道 床 膜 上 皮 细 胞 及 其 之 间 的 连接 共同 构成 了 
肠 道 的 机 械 屏障 ， 直 接 决 定 着 肠 道 功能 是 否 正常 名。 小 肠 隐 窝 上 皮 细 胞 在 肠 道 细胞 中 是 一 种 
重要 的 功能 性 细胞 ， 肠 道 务 膜 损伤 后 主要 依靠 隐 写 上 皮 细 胞 的 不 断 增殖 、 分 化 来 完成 修复 ， 
以 重建 肠 道 的 屏障 功能 03]。 研 究 发 现 ， 饲 粮 中 标准 回肠 可 消化 苏 氨 酸 水 平 为 7.3 一 11.1 g/kg 
时 可 显著 提高 断奶 仔猪 肠 道 屏障 功能 并 降低 大 肠 杆菌 感染 率 00; 在 猪 空肠 上 皮 细 胞 培养 中 ， 
3.45, 106.90. 160.35 mg/L 的 苏 氨 酸 均 可 不 同 程度 地 提高 细胞 先天 性 免疫 功能 ， 并 可 上 调 
白细胞 介 素 -6( 开 -6) 和 白细胞 介 素 -5 (L-5) 的 表达 四。 本 研究 结果 发 现 ， 适 宜 浓 度 的 苏 氨 
酸 可 提高 大 鼠 小 肠 上 皮 细 胞 系 IEC-6 细胞 的 活性 , 增加 其 紧密 连接 和 蛋白 的 表达 ， 从 而 提高 小 
肠 的 机 械 屏障 功能 , 促进 肠 道 健康 , 与 前 人 研究 结果 一 致 。 其 中 , 0.5 mmol/L 苏 氨 酸 对 IEC-6 
细胞 活性 和 增殖 的 促进 作用 最 显著 ，5.0 和 10.0 mmol/L 苏 氨 酸 对 occludin 和 claudin 表达 的 
促进 作用 最 显著 。 细胞 的 增殖 和 活性 需要 多 种 营养 素 和 生长 因子 的 功能 调控 , 而 紧密 连接 蛋 
白 的 合成 除了 受 基 因 调 控 外 还 有 氨基酸 底 物 的 影响 , 底 物 浓度 越 高 蛋白 质 合 成 速度 越 快 ， 所 
以 出 现 了 本 试验 中 的 最 适 浓 度 差 异 。 但 当 单 一 氨基 酸 浓 度 过 高 时 会 影响 其 他 氨基 酸 的 转运 ， 
进而 降低 蛋白 质 的 合成 ， 本 试验 结果 表明 ， 苏 氨 酸 浓度 达到 10.0 mmo/L 时 并 未 造成 其 他 氮 
基 酸 的 转运 持 抗 。 由 于 本 试验 中 设计 的 苏 氨 酸 浓度 范围 较 大 , 需要 缩 窜 浓 度 范围 深入 探究 苏 
氨 酸 对 小 肠 上 皮 细 胞 活性 、 增殖 和 紧密 连接 蛋白 表达 的 最 适 浓度 范围 。 紧 密 连接 是 上 皮 细 胞 
之 间 的 重要 连接 体 ， 与 肠 道 营 养 物质 的 吸收 和 微生物 的 黏附 关系 密切 ， 参 与 多 种 信号 通路 ， 
调控 细胞 增殖 、 分 化 等 由。occludin 是 第 1 个 被 确认 的 紧密 连接 特异 性 跨 膜 蛋白 ， 是 上 皮 细 
胞 紧密 连接 中 主要 表达 的 蛋白 ,其 在 细胞 旁 渗透 性 的 调控 中 起 着 非常 重要 的 作用 05。claudin 
家 族 被 认为 是 紧密 连接 蛋白 的 “ 疹 梁 ”, 其 可 调控 肠 道 上 皮 的 屏障 功能 09,，occludin 与 claudin 
直接 或 间接 地 相互 作用 。 本 研究 中 ， 不 同 浓度 的 苏 氨 酸 可 不 同 程度 地 促进 小 肠 上 皮 细 胞 中 
occludin 与 claudin 的 表达 ， 说 明 苏 氨 酸 对 肠 道 的 通 透 性 和 屏障 功能 均 具 有 调节 作用 ， 也 证 
实 了 前 人 动物 体内 试验 的 结果 [1。 国 内 外 研究 中 有 关 苏 氮 酸 对 细胞 活性 和 增殖 影响 的 研究 
较为 缺乏 ， 已 有 研究 发 现 ， 多 种 功能 性 氨基 酸 如 亮 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 、 精 氨 酸 等 可 提高 小 肠 上 
皮 细 胞 的 增殖 并 增加 肠 道 屏障 功能 0719。 亮 所 酸 、 异 亮 氨 酸 、 精 氮 酸 和 苏 氨 酸 均 可 为 肠 道 供 
能 并 参与 多 种 肠 道 蛋白 质 的 合成 ， 其 中 大 部 分 苏 氨 酸 (71%) 作为 合成 务 膜 上 皮 细 胞 蛋白 和 
分 泌 和 蛋白 的 底 物 ， 少 部 分 〈2% 一 9%) 苏 氨 酸 氧 化 为 肠 道 上 皮 细 胞 供 能 趾 。 结 合 本 试验 结果 ， 
苏 氨 酸 可 能 是 通过 保证 肠 道 上 皮 细 胞 的 能 量 供 给 和 为 细胞 活性 和 增殖 所 需 的 蛋白 提供 了 底 
物 ， 进 而 提高 了 细胞 活性 ， 促 进 了 细胞 增殖 和 紧密 连接 蛋白 的 表达 。 
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4 结 论 


Sk, WAKE ARM BU FB A IEC-6 细胞 的 活性 和 增殖 具有 促进 作 
FA, 且 在 浓度 为 0.5 mmol/L 时 作用 最 显著 , 并 同时 促进 了 紧密 连接 和 蛋白 claudin-3 和 occludin 
的 表达 。 
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Effects of Threonine on Activity and Tight Junction Protein Expression of Rat Intestinal Epithelia 


Cell Line IEC-6 Cell 


REN Man HUANG Jinge JIN Erhui CHE Chuanyan HU Qianqian ZHOU Jinxing LI 
Shenghe* 


(College of Animal Science, Anhui Science and Technology University, Anhui 233100, China) 


Abstract: This experiment was to investigate the effects of threonine on the activity and 
proliferation of rat intestinal epithelial cells, and to explore whether threonine had regulation 
effect on tight junction protein expression of rat intestinal epithelial cells. Rat intestinal epithelial 
cell line IEC-6 cells were treated with different concentrations (0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 
mmol/L) of threonine for 24 h. The IEC-6 cell activity was determined using MTT method, the 
IEC-6 cell proliferation was observed through hematoxylin and eosin (HE) staining, and the 
expression of IEC-6 cell tight junction proteins claudin-3 and occludin were tested by 
Western-blot method. The results showed that different concentrations of threonine could increase 
the IEC-6 cell activity in varying degree, and the IEC-6 cell activity was the highest after explored 
to 0.5 mmol/L threonine for 24 h, and it significantly higher that the control group which not 
treated by threonine (P«0.05). IEC-6 cell proliferation also was enhanced by different 
concentrations of threonine, and the 0.5 mmol/L threonine group had best effect. Compared with 
the control group which not treated by threonine, threonine with the concentration of 0.1 mmol/L 
had no effect on the tight junction protein claudin-3 expression (P>0.05) , but significantly 
increased the occludin expression (P«0.05). Compared with the control group which not treated 
by threonine, threonine with the concentrations of 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mmol/L significantly 


increased the occludin and claudin-3 expression, the relative expression level of claudin-3 


*Corresponding author, professor, E-mail: lish(gahstu.edu.cn (责任 编辑 营 景 颖 ) 


201812.00783v1 


chinaXiv 


241 
242 
243 
244 


245 
246 
247 


248 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


increased by 1.84, 7.08, 8.71 and 3.83 times, respectively, and the relative expression level of 
occluding increased by 2.65, 2.71, 2.82 and 3.88 times, respectively. In conclusion, threonine with 
properly concentration can improve the activity and proliferation of IEC-6, and 0.5 mmol/L 
threonine has the most significant effect. Meanwhile, the 0.5 mmol/L threonine up-regulates the 


expression of tight junction proteins claudin-3 and occludin. 
Key words: threonine; IEC-6 cell; activity; proliferation; tight junction protein 


